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RESUMEN

La escasez natural de NZ en los suelos, hace necesario que éste se suministre a las
plantas mediante fertilizacidn artificial, con la consiguiente elevacidn®d&los costosde pro-
duccidn debido a lo caro de los fertilizantes. Para el caso de las leguminosas, dentro de
las cuales se clasifica el frijol, existe una alternativa de tipo-biolGgicoque resulta ser mas -

) . X r P - . ‘ rl . .
econdmica y en algunos casos mas eficiente; se trata de una bacteria del género Rhizobium
. K a - L) o’ . " - - » ; -
que puede vivir simbidticamente con &stas plantas,s Esta simbiosis permite que la bacteria
fije Nitrbdgeno Atmosférico y lo ceda ala planta para su normal desarrollo,

En este trabajo se evaluaron nueve cepas de Rhizobium Phaseoli, las cuales forman
parte del grupo seleccionado para los ensayos IBIT (International Bean Inoculation Trial)
y fueron proporcionadas por el Centro Internacional de-Agricultura Tropical CIAT, enCali
Colombia. Las cepas evaluadas fueron las siguientess CIAT 57,127, 166, 255, 390, 407,
727, 904 y 952. Se probaron las mismas en la variedad de frijol negro ICTA-81, enun en-
sayo de campo realizado en el irea experimental de la Facultad de Agronomia de la Univer-
sidad de San Carlos de Guatemala. El disefio empleado fue en bloques al azar, utilizando
para el efecto cuatro repeticiones y 12 tratamientos dividides &stos de la siguiente manera:

logramos por hectirea de Nitrbgeno que sirvieron como tratamientos comparadores del ni—
vel de fijaciébn de las cepas de Rhizobios.

Los parametros utilizados en la evaluacion fueron los siguientes:

a) Porciento de nddilos eficientes;

b) Nlmero de nddulos;

c) Peso por nbdulo;

d) Peso total de nddulos;

e) Patrdn de distribucion nodulars

f} Peso de materia seca de la planta; y,
g) Rendimiento de grano.

El anilisis estadistico y la interpretacidn de resultados mediante el uso de correla-
ciones y funciones lineales de regresibn demostrd algunas interacciones que se dan entre
los distintos parAmetros de medicifn; en resumen, se puede indicar que la produccion de
frijol por parte de la planta es funcidn del nivel de Nitrbgeno en el sistema y “éste es medi-
ble indirectamente por el peso de materia seca de la misma, el que a su vez es indicador de
la eficiencia o ineficiencia de la cepa inoculada de Rhizobium., En las correlaciones efec—
tuadas también se encontrd que las cepas eficientes presentan un alto peso totalde nddulos,
un alto peso por nbdulo y que cuando esto ocurre, baja el nimero de nddulos, pero se au— -
menta el porcentaje de nbddulos eficientes para fijar Nitrbgeno.

El anilisis de comportamiento individual de las cepas mostrd que las mis- eficientes.
en la fijacifin de Nitrbgeno con la variedad de frijol ICTA--81, son las CIAT 390 y 407, obe -
deciendo estas a altos patrones de peso individual y total de n&dulos, alto porcentaje dend- -
dulos eficientes y bajo nlimero de nddulos en relacidn a las cepas ineficientes, La localiza-
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cidn de la mayor parte de nodulos en la raiz de la planta, fue en el cuelio'y raiz principal,
de la misma; patron que también corresponde a las cepas eficientes, Por {iltimo se encon~—
trd que los rendimientos de materia seca y grano de las plantas inoculadas con estas cepas’

fueron comparables a los rendimientos de materia seca y grano de las plantas fertilizadas
con 50 y 100 kilogramos de Nitrbgeno por hectirea.
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I. INTRODUCCION

Desde hace algunos afios, muchos paises estin realizando grandes esfuerzos por enten-
der cientificamente la simbiosis Rhizobium-leguminosas, todos los trabajos se encaminan aun
solo fin "disminuir la escasez de protelna para el hambre en los paises en desarrollo (15).
Los proyectos tienden a la blsqueda y seleccidon de cepas eficientes en la fijacidndel Nitroge-
no Atmosférico en su mayoria, otros investigadores también propenden el mejoramiento de le~
guminosas, tanto forrajeras como productoras de grano,

Guatemala, en los Gltimos afios se estd incorporando a la investigacidn en el campo de
la Rhizobiologia, asi se pueden encontrar ya algunos trabajos realizados por Instituciones Es
tatales de investigacidon agricola e instituciones de docencia como la Facultadde Agronomfa de
la Universidad de San Carlos ~USAC~

En-los trabajos realizados se observa marcada aficidn por-el cultivo del {frijolyestoes
justificable debido a la importancia de este grano en la di eta del pueblo guatemalteco. {1).

El presente trabajo pretende seleccionar dentro de un-grupo de- cepas: de Rhizobium
phaseoli las més fijadoras de Nitrégeno Atmosférico comparando su eficiencia contra deter—
minados niveles de fertilizacibn de Nitrdogeno Mineral.




11 - JUSTIFICACION

Si a la importancia que reviste el cuitiyo del frijol para Guatemala, sele suman los ba-
jos rendimientos que se obtienen por unidad de area, se tendri que implementar una serie de
investigaciones en todos los campos multidiciplinarios que conllieven al incremento de la pro-
duccidn de frijol en Guatemala y aqui se pueden mencionar: mejoramiento genético, fertilidad,
y fertilizacibn, enfermedades y plagas; y por supuesto, la Microbiologfa aplicada del Rhizo—
bium phaseoli.

Al analizar brevemente algunas estad{sticas en cuanto a produccibn'y rendimiento com—
parados con el consumo nacional asi como otros datos interesantes para los Qltimos afios, se
puede observar que: segln la unidad de programacidn de SIECA {19}, para los-afios 79 y 80,
existid un irea cultivada de 68.5 miles de hectireas y 65.1 respectivamente, paralios afios en-
mencidn con produccidnes de 1,372.3 miles de quintales y 1,298.3 miles de-quintales (14 qq/
mz. y 13.9 qq/mz. respectivamente), existiendo para esos mismos afios un consumo nac:1ona1
de 1,877.2 miles de quintales y 2,033.5 miles de quintales respectivamente.

También se puede analizar en el Informe Econbmico del Banco de Guatemala (4)los ren
dimientos citados para la cosecha 81/82; superficie cosechada 117.2 miles de guintales obte—
niéndose un rendimiento de 17.2 quintales por manzana, observindose que-este datoes bastan -
te mayor a los afios anteriores.

Los datos mencionados hablan por si solos, los bajos rendimientos comoya se vib, obe-
decen a una serie de factores, es posible que uno de ellos sea el Nitrégeno, y alinque existen
alternativas naturales de suplir este elemento en forma econdmica a través de la inoculacién
de cepas de Rhizobium phaseoli efectivas para fijar este elemento Nitrdgeno, esto no se hace
por desconocimiento casi general de &sta técnica.

III. OBJETIVOS

Evaluar el comportamiento de nueve cepas de Rhizobium phaseoli selececionadas inter—
nacionalmente como eficientes fijadoras de Nitrbgeno Atmosférico, en lavariedad guatemalte—
ca de frijol ICTA-81.

Iv. HIPOTESTS

- - -
Todas las cepas Rhizobium phaseoli son igualmente fijadoras de Nitrbgeno Atmosférico:

con la variedad de frijol ICTA-81.




V.

v.l,

REVISION DE LITERATURA

Microbiologia General de Rhizobium y Requerimientos Nutricionales:

Las bacterias del género Rhizobium son aquellas capaces de formar nédulos mor—

. foldgicamente distintos en las rafces de las plantas de la familia leguminosaceae; el Ma

nual Bergey{8a. edicibn) las caracteriza como bacilos gram negativos, con 0,5-0,9 um
por 1.2-3.0 um, conteniendo granulos de polibeta hidroxi butirato, es una bacteria ge=
neralmente mdvil, cuando joven posee de dos a seis flagetos peritricos o unflagelo po-
lar o subpolar y no es formadora de esporas. Es una‘bacteria aerobia, quimioorgano;—
eterotrbfica, su temperatura bptima de crecimiento es de-25° a 30°C, puede utilizar
fuentes de Nitrdgeno diversas como por ejemplos NO3.-, NH 4 aminocacidos y Nitrbgeno
Molecular cuando estan en simbiosis con plantas. Es capazde crecer en tensiones de’
-oxfgeno menores que 0.0001 atmbsferas, crece pobremente-en un medio Peptona agar,
crece muy poco en leche LITMUS, ocasionalmente provoca una reaccibn-alcalinao &ci-
da y reacciona positivamente en la proteolisis, hidroliza la case‘ina', algunas - estirpes
comunmente poseen granulos metacrométicos; ejemplo: R. Leguminosarum (13).

¢

Las especies de rhizobios son reunidas en dos grupos de acuerdo a sus caracte~
risticas de crecimiento en medio de extracto de levadura; En el grupo uno, estan las
de crecimiento rapido o productoras-de-icido y contienen de dos a seis ftagelos perftri
cos, aqui se pueden mencionar las siguientes especies: Rhizobium-leguminosarun, pha-
seoli, trifoli, meliloti. En el grupo dos estan las especies de crecimiento lento, en es
te medio y solo poseen un flagelo polar o subpolar, aquf estin: R Japonicum y Lupini,
(13), -

El grupo nQmero uno presenta un tiempo de generacibn de dos a cuatro horas,
forman colonias relativamente grandes de dos a cuatro mm, de diAmetroy tienen un po=
der formador de gomas abundante. El grupo dos presenta un tiempo de generacién de
seis a ocho horas; sus colonias son pequefias, menores o iguales a un mm.

De acuerdo con Vincent (19) los Requerimientos Nutricionales requeridos por el
Rhizobium son los siguientes:

ELEMENTO REQUERIMIENTO - 310 M
Fe. 0.005 -0.1

Mg. g.1

Ca. - 0.025

Mg. + Ca. ‘ 0.5

Co. 0.00001

Zn., - 0.0001 -0.001

Mn. 0.0001 -0.01




V.2,

Simbiosis entre Lepuminosas y Rhizobium:

Segln Alaides (2) el Rhizobio se encuentra distribuido en diferentes -nichos eco=
légicos, no sblo en la rhizosfera y rhizoplano de las leguminosas, sinotambiéndeotras
plantas, en agregados y coloides del suelo. Generalmente vive séproﬁticamente, utili-
zando fuentes de energia y sustancias nitrogenadas del medio.  No sblo la bacteria de-
be sobrevivir sino precisa multiplicarse, competir con la microflora nativa, coionizar
la rhisosfera y ademis poseer la habilidad de formar nddulos y principalmente ser efi-
ciente en la fijacibn de Nitrdgeno (Roughley, 1976}, Alaides*(2} cita a Gibson (1971) en
donde éste propone una serie de factores capaces de influenciar la nodulacidn y sobre-
vivencia dé Rhizobium entre oiros menciona: temperatura diurna y nocturna, intensidad
de la luz, oxigeno, temperatura de la rhizosfera y a la sombra.

A. EIl Proceso de Infeccibn:

El proceso sintetizado de infeccibn lo resume Morales y Hubbell (16) diciendo que
después o durante la colonizacidn de la rafz el rhizobio se adhiere ala paredcelu-
lar del pelo radical a través de un puente formado por la protefna‘ denominada LEC
TINA, la cual se une especificamente al antigeno comin Rhizobio-leguminosa.

Una sustancia no difusible causa la distorsidn extrema-del pelo radical con la for=-

macibn del cayado del pastor que consiste em nn torcimiento del pelo-radical en18F- ~ -

la punta del pelo radical completamente distorsionada encierra al Rhizobio permi--
tiendo el aumento en la concentracibn de algunos metabolitos entre elloslas  enzi=

mas hidrolfticas, que debilitan la pared celular incrementando el pasode las sus<- -

_tancias o sea el establecimiento de una comunicacidn bioquimica mas-intimaentre la
bacteria y la leguminosa. Este intercambio dara como resultado la relocalizacidn
o inversidn del crecimiento de la pared celular lo cualcausaria.la formacidndel hi
lo infectivo,

B. Importancia del Hospedero en la Nodulacibn:

Hasta hace 20 afios, Graham (7) menciona que la tendencia era pensar em las legu-

minosas como socios pasivos en la fijacidn del Nitrbgeno y atribuir-al Rhizobiv-te- - -

das las cualidades importantes para tal actividad, anque ya es conocido queel Rhi-
zobio contiene una Nitrogenasa y que la cepa puede influir en varios aspectos de la
simbiosis, como el tiempo que demora en formar los nddulos y la eficiencia con que
funcionen, la tendencia moderna es ya, pensar en la leguminosa como factor domi-
nante en la simbiosis, Graham {7} cita que Holl y LaRue, en 1975 sugirieron que
por lo menos diez genes del hospedero estaban controlando factores tan importan-
tes como el tiempo hasta la nodulacidn, seleccidn de ciertas cepas de la Rhizosfe—
ra y no otras; y los niveles de fijacibn que alcanza la simbiosis,

La primera oportunidad de la leguminosa para influir en-la nodulacibn es cuando el

Rhizobio se encuentra en la Rhizosfera del hospedero, &ste estimula la multiplica-
a » rd * » rd » rd

cion de la bacteria con exudados de la raiz que contienen aminoacidos, azucares y

vitaminas, as{ promueven que la cepa logre la concentracidon de células necesarias

para efectuar la infeccidn, proceso que tambiéh es influido por el hospedante, ha-

ciéndblo muy especifico,




Otra gran influencia que menciona Graham (7) es la caracter{stica que presentan -
los nddulos y dice que el hospedero influye en el tipo de distribucidm de-los mismos
adems de su tiempo a formarse, el tiempo en que ya son funcionales y en sunfimero, -

Nutman (1966} citado por Graham (7), determind que el nfimero de nbdulos mantenia
una correlacidn positiva con el nimerc de rafces laterales de la variedad y que por
lo tanto tal caracteristica era hereditaria, correspondfa a cada variedad-y ademés -
era dominante, -

En el mismo docuemnto Graham (7) menciona '"La variaeidn natural en-la-capacidad
de fijar Nitrbdgeno" y se refiere a la variacidn natural-entre ifneas de-lamisma le--
guminosa en su capacidad de fijar Nitrbgeno. Esta ha sido demostrada ‘en varias
especies como soya (Hardy et al 1973), vicia (Holl y LaRue; 1976) Phaseolus {-—-
Graham y Rosas 1977), alinque sus causas son motive de gran estudio en la actua-
lidad.

C. Situaciones Negativas en la Simbiosis (Rhizobium phaseolus)

C.1. Problemas del Suelo:

ACIDEZ: Graham (8) considera el problema de-la-acidez no- sbto-refiriéndo=- -~ -

se al pH sino también a otro complejo de factores que limitan la fijacibn de'Ni
trogeno en suelos de bajo pH, incluye la toxidés de manganeso y-aluminioyla
deficiencia de caicio. :

La mayoria de las revisiones a este respecto indican rangos-toterantes para
frijol desde 5.5.a 6.7, pero en el CIAT Graham (8) cita que se han~logrado
buenos rendimientos con 4.7 de pH,

Siempre Graham (8) indica que los efectos del aluminio .Zon principalmente
contra la planta, produciendo un reducido desarrollo radicular, mientras el -
pH y el Mn pueden influir en el desarrollo de la simbiosis comta nodulacibny
fijacidon de Nitrbgeno comunmente muy reducido.

Dobereines 1966, Morales et al 1973, Munns et al 1977 citados por Graham
(8) sefialan que e! encalamiento del suelo reduce los efectos-de acidez, man-
ganeso y aluminio sobre la nodulacibn y el crecimientodel frijol.-

El encalado modifica el pH,; favoreciendo més el establecimientode la simbio
sis de la bacteria y la planta. Segin Hely {1964} citado por Alaides (2)elen
calado aumenta la concentracidon de CO; en el sistema radicular, aumentando-
la fijacibn de Nitrbgeno, en tanto que Alaides (2) también menciona queHardy
y Havelka (1973) observan que el aumento de CGé“f-avorece la fotosintesis  a
consecuencia de la fijacibn, ademis el encalado presenta otros efectos como
hacer disponible determinados elementos, o eliminando toxicidad producida
por otros como Mn, y Al,

C.2. Deficiencia dé Fosforo:

Es tan comin segin Graham (8) en los suelos de las regiones productoras de
frijol en América Latina, y es talvez el factor que méas limita la fijacibn de
Nitrdgeno en fincas pequefias. La deficiencia de fosforo reduce no solamente

5




el desarrollo de los nddulos sino también su actividad .éspeci'ﬁca; Normal—
mente el contenido de fosforo en los nddulos es-mas que en cualquier otro te--
jido de la planta, siendo critico por el suministro de energfa de la fijacidn,

Molibdeno {Mo.)

El Molibdeno (8) queda inmovilizado y no disponible en suelos &cidos, causan
do a las plantas un desarrollo de sintomas deficitarios de tal elemento tan ne—
cesario para la fijacién del Nitrbgeno.

Fertilizacidon Nitrogenada:

Graham (8} menciona que el uso de abonos nitrogenados debe reducirse en el
futuro, ya que la interaccibn entre la Inoculacidn y el abono nitrogenado es
,completamente negativa, El mismo autor sefiala que un sistema que permita
et uso 16gico de los dos msumos debe ser desarrollado dentro de ellas y pa-
ra fines de este estudio se cita el hecho de que el uso de dosis pequefias de
fertilizantes nitrogenados como ESTARTER para promover el desarrollo de
la planta, especialmente en zonas frfas donde la nodulacibn y fijacibn de Ni-
trbgeno son demoradas y la planta sufre inicialmente de deficiencia de Nitrd
geno,

P

El Agua: ‘ ' - - .

= ‘
Algo referente a humedad se menciona en lo que es la Ecologia de las
Bacterias, pero ,al analizar- este factor, desde el punto de vista sim=
bibtico, segln lo menciona Gralam-(8) es en la floracidn cuando 1la-tasa - de - -
fijacion debe hacerse Optima y generatmente éﬂ'*‘un‘6Q%ﬂe1:-ia—regiﬁn’*d€"pm-‘
duccidn de frijol en América Latina, la disponibilidad de-agua se hace-defici -
taria, seghn Sprent (1976) citado por Graham-(8) el-nlimero y tamafio de los
nddulos queda reducido por el déficit de agua, Summerfield y colegas men—
ciona Graham (8) han demostrado con Caupi que-con un tiempo cortode sequia
la fijacidn rapidamente se normaliza cuando las plantas reciben agua, con un
perfodo prolongado sin agua, los resultados son contrarios, exceso de agua
también es dafiino, plantas sumergidas durante 3-4 dfas pierden muchos de
sus n&dulos.

Temperatura:

Graham (8) menciona qu P. vulgaris; tiene requerimientos muy especificos en-
las temperaturas que son toleradas, menciona~que un 83% de-la produccidonto .
tal de América Latina se establece con un rango de temperatura promedio de
17.5-25.0°C, algunos ejemplos citados por el mismo autor indican queenCo-
lombia con temperatura promedio de 24°C, la fijacibn de Nitrbgeno se inicia
-alrededor de los 45 dias logrando sus valores maximos a los 304y a los 40,
dias ya ha bajado de nuevo; en cambio a los 17°C, la fijacidn se ha” iniciado
a los 30 dfas, y alcanza su miximo alrededor de los 50 dias y dura probable-
mente hasta los 60 dfas,




- Otra cita interesante del mismo autor, Graham (8) y por tratarsedeuna cepa
evaluada enel presente trabajo se refiere a cierta interaccidn entre cepa/
ﬁﬁh‘fﬁﬁ)e&e‘ro en tolerancia a temperaturas altas o bajas.

Y se refiere a la cepa Ciat 57 e indica que la misma-no logra tasas altas de
ffjacibn bajo condiciones de temperaturas altas, -

C.7. Cepas Nativas en el Suelo:

Estas,?’segun Graham (8} establecen una competencia con las cepas inocula—
PRI . dasg, este autor sefiala que el problema se hace mis serio en aquellas regio-

nes en donde se origind el frijol (América Central) no es sorprendente en—-
tonces que en estos suelos hayan altas concentraciones de R.. phaseoli; cita
que por ejemplo en México es dificil conseguir-respuesta a la inoculacidn; -

perque las plantas sin inocular alcanzan de 150 a 300 nbdulos/planta y con-

poblaciones bacteriales’de hasta 109 celulas/gramo de suelo, en Colombia se
mencionan poblacmnes de 10% a 5.8x104 células/gramo de suelo.

Lo anterior hace necesario que todo trabajo sobre inoculantes tome encuenta
las poblaciones nativas de Rhizobios,

C.8. Pesticidas Agricolas:

Graham (8) dice que en general los herbicidas, insecticidas'ylas hormonas -

de la planta, usadas segln las recomendaciones, no haven-mayor dafio-a~los~ -~
Rhizobios o a la nodulacidn, no asi-los-fungicidas, pues muchosde éstos son
tbxicos para la bacteria y pueden causar fallas en la nodulacibn.

' C.9. Otros Factores:

Alaides (2) menciona como otros factores enla ecologfa de Rhizobio, la pre-
sencia de Nitratos,-defieiencias de Co. y Mo., pueden modificar las carac—

teristicas de nodulacitn e influencias a la bacteria.

V.3. Parimetros Utilizados en la Evaluacibén de una Cepa:

Alaides {(3) enumera tres aspectos principales que estan ligados directamente -
con las técnicas adoptadas en la evaluacidn de una cepa, estos aspectossonlos siguien
tes: '

1. Capacidad de nodulacidon de estirpes (cepas) inoculadas,
2. Eficiencia de la estirpe en su capacidad de fijar Ni'trégeno.
3. Utilizacidbn del Nitrégeno fijado por la planta.

Basado en ello el experimentador deber4 cercar sus condiciones de trabajo de
acuerdo a sus objetivos, procurando un modo mis viable y répido paraobtener resulta-
dos.

Vincent {20) menciona que los experimentos de campo comparados con aquellas
condiciones de laboratorio e invernaderos, difieren entre s, debidoa a;




a)
b}

Mayor nlmero de Rhizobios por semilla en plantios en campo.
Ineficiencia de terminadas estirpes seleccionadas en condlcwnes -de-laboratorio e

inoculadas para condiciones de campo.

Muchas situaciones estin ligadas a problemas de eompeticidon con estirpes nati-

vas y exigencias de factores externos propios al desenvelvimiento de simbiosis con la

planta.

Alaides (3} de un modo general, dice que el parém-etfo final a ser observado se-

ria el enriquecimiento de Nitrbgeno, debido-a-laasociacidn plan‘ramezoblum, pudien—
do realizar esta evaluacibn de forma directa o indirecta, LOS*metodos mas comunm&gte“‘

-l {1,“.-, -

utilizados son los 1ndlrectos quese resumen a.continuacmm Co ~ =

AI

fver,

-‘E“*

Reduccibn de Acetileno:

La Nitrogenasa es la enzima responsable de la fijacion de Nitrégeno-en todos los

sistemas bioldgicos. SChollhorn y Burris-(1966) en los Estados -Unidosy Dilworth -

(1966) en Australia describieron la reduceién del Acetileno (CyHy —- =CoHy) ,
estableciendo una conversibdn de moles de C;Hy reducido para N, fijado-y éstaigual
a 3; todo esio expresado en actividad de enzimas

Determinacidn Colorimétrica del Etileno:

Este resulta ser un método semi~cuantitative, analiza la transformacidndel acetile-
no en aldehido por-oxidacidn con NaIO, mas KMnO4 y determinadopor reaccidn co-'

lorimétrica.

Aspectos Generales de la Nodulacidn:

Tanto el nimero de nddulos: como la distribucitm-en el-sistema tadicutarsonimpor=--

tantes, algunas especies como soya distribuyen nbdules enla rafz-principalymien=
tras que el frijol lo hace en sus raices seeundarias, T

Observaciones perfodicas, menciona Alaides (3), nos pueden indicary época deapa~ -
recimiento de los nodulos, coloracién delos- mlsmos la cual es indicadorade-eficien.

cia en los mismos; un color rosa-intenso-indiva gran actividad por la presencia-de’

leg-hemoglobing, la cual participa enel equilibriode O, necesario para’ el-bactervide -

en el nbdulo, la coloracidn clara indica inefectividad y la coloracitm obscura-dete=-
rioro, alinque existen algunas estirpes que presentan nodulacién de color obscuro,
por la presencia de mel&ninas siendo estos de buena efeetividad.

Peso 'y Coloracibn de las Plantas; -

El peso y la coloracidon de la planta pueden indicar la presencia de Nitrégeno-en-el
sistema. Plantas con deficiencia presentarén una coloraciom verde~amarillenta vy
un menor peso con respecto a las que no presentan la deficiencia del mrismos-

Killing {11) establece lo 51gu1ente en relacidn a los cr1tenos para evaluarla Ef“"}fﬂ
cia en la fijacibén y utilizacidn por parte de la planta~ El criterio pr1nc1pa1ymuchas
veces suficiente para la medicidén de eficiencia en la fijacidn de Nitrdgeno es la de~
terminacidn de "materia seca en peso' de la parte aérea, a la época de corte obien
45 a 60 dfas después de la siembra del inoculante; esta se realiza en hornc a una

temperatura de 60°C. durante 4-5 dias.

r. "":




Otro criterio de mucha validez, segl’in el mismo autor, es la determimacion-de Ni—
trbgeno total siempre en el vegetal medidas auxiliares-como: nimero y pesodend= -
dulos, la poesicidn de los nddulos en relacibn con la raiz principal, stendo-&steti-
timo un buen indicador de rapidez de fermacién después de la germinacidn, nodula=
cibn proxima a la raiz principal es caracteristica de buenas estirpes. '

El mismo Kolling (11) sefiala que un criterio complementario es nlimero de nbddulos:
y peso de los mismos en materia seca, determinandose &stos en dos épocas, siendo
la primera 30~40 dias después de la germinacidn y la segunda al momentodel llena~
do de la vaina. o

E. Evaluacidn de la Nodulacion:

Existe una cierta correlacidn inversa entre el nimero-y tamafio-de-nbdulos; segin- -
indica Kolling (10), cuando la estirpe (cepa) es eficiente y no exi ste limitacidn am_
biental ni nutricional, no hay formacidn de un nlimero muy elevado de-nbdulos, pe~:
ro &stos mejoran su crecimiento. Si los nbdulos formados estin supliendo suficien
temente Nitrégeno a la planta, &sta no va a formar mas nbdulos, pues no hay nece-
sidad.

El aspecto que deben presentar los nddulos de estirpes eficientes y que fijan Nitré-
geno activamente, segln Kolling (10) es superficie mas o menos rugosa Yy con es=
trfas claras o blancas més acentuadas; por otro lade, los nbdulos de estirpes-ine—
ficientes o eficientes que presentan alguna limitacidn en cuanto a su fijacibnpresen
tarin superficie lisa y su tamafie serd reducido. :

Un pigmento de color rosado denominado leg-hemoglobina-tiene gran importancia en
el funcionamiento del mecanismo de fijacibn de Nitrbgeno de acuerdo-a-KoHing-{10):
Luego un color rosado intenso indica una alta actividad fijadora. -Siempre Kotting-—- -~
(10) sefiala que una coloracibn blanca o-amarilla antes de-finalizar-el—¢icto"o~sea ™ -
-en-plena-formacibn-de vaina y llenado dela-misma indica-que la-planta ha almacena-

do suficiente Nitrbgeno por lo que la exigencia en la fijacibn se ve disminuida y co=

mo consecuencia de ello los nbdulos entran en degeneracién temando una coloracibn
interna un tanto castafia.

Otro buen indicador sefiala Kolling {10) es la dimensidn de la zona fijadora dentro
del nbédulo. siendo los nbédulos con actividad maximo de un color bermejoen su inte-
rior, excepto en el cortex y ectodermos ‘

Epoca de Evaluacibng

Kolling (10) recomienda como mejor época de muestreo para-la‘evatuacion deuna
estirpe, la época de floracibn plena para aquellas leguminosas forrajeras yelinicio de
formacibn de vainas para el caso de las leguminosas productoras de grano, tal es el
caso del ftijol.
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V.5.

Técnicas de Inoculacibén de Bacterias Fijadoras de Nitrdgeno sobre Semillas
de Leguminosas ' '

Técnicas de inoculacidn sobre -semillas deleguminosas existen-varias, desdeha~ - -- -
cer aplicaciones directas de inoculante en turba a la semilla fijardola-con-un-adhesivo ~~

como solucidn azucarada hasta la técnicade PELETIZACION, ques
es la técnica indicada cuando se trata de experimentacibn agricola ¥

gl Kolling (10},
revestir las semillas con un producto que favorezca y proteja a los Rhizobios delos--
factores desfavorables de tipo ambiental, el mismo autor menciona entre otros factores
falta de humedad, altas temperaturas, pH acido, los cuales afectan su sobrevivencia, .’
asi como su capacidad multiplicativa en la rhizosfera. - S

Dentro de los materiales que se recomiendan para ﬁeietizai, Kolting (12) mencio
na roca fosfatada finamente molida; Vincent (20) indica que el carbonato de calcio; en
proporcidn de 25 gr. por 5 gr. de-turba-inoculada es-aconsejable,"

La semilla una vez peletizada de acuerdo con Vincent {20) puede-permanecer al= "~
macenada de una hasta trece semanas de acuerdo a la calidad del inoculante original,
temperatura del almacén y naturaleza del adhesivo usado,

esta consiste”en--- - -



VI.

VI.1.

VI.2,

VI.3.

MATERIALES Y METODOS

Localizacibn:

La evaluacibn de las cepas de la bacteria Rhizobium phaseoli-se llevd a cabo en
los campos experimentales de la Facultad de Agronomia de la Universidad de San Car-
los de Guatemala, ubicados en la Ciudad Universitaria, Zona 12, ciudad capital,

Material Experimentals

a) Las cepas evaluadas de la bacteria Rhizobium phaseoli fueromproporcionadas porel- -
Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) de Cali, Colombia; 1as cuales -
pgrtenecen a las CEPAS IBIT (International Bean Inoculation Trial), traducido,
responde a: "Pruebas Intetnacionales de Inoculacidn-emrFrijoi' (6). -

b} Semillas de Frijol negro, variedad ICT%;S}L, proporcionada &sta por el Instituto
de Capacitacion y Tecnologia Agricola (ICTA), variedad recomendada por la Insti-
tucidn como altamente rendidora para la zona del Centro de Guatemala.

Metodologfa:

La metodologia de investigacidn conlleva una serie de pasos que condujeron-a la
obtencibn, por un lado de un adecuado material experimental y por el otro, la correcta
preparacidn del terreno, basada &sta en un minucioso anilisis del mismo; por lo tanto,
la metodologia a seguir se dividid en dos partes:

a) Metodologia de Laboratorio; y,
b) Metodologia de Campo.,

A. Metodologla de Laboratorios

A.l, Recuperacibn de Bacterias Liofilizadas:

La metodologia empleada para lograr la multiplicacidn de la bacteria, par—
tiendo de ampollas con Rhizobios liofilizados fue la que recomienda Vincent
(20), alinque para abrir las mismas se modifieb brevemente la técnica, hacien
dose lo siguiente: Con una lima se hizo una marca a la altura de la mitad de
la ampolla sobre el tampbn de algoddn para poder romperla, se eliminbel ta-
pon que cubria las bacterias liofilizadas y-se agregé-con una pipeta-estéril;
0.1 cc de caldo de extracto de levadura con manitol estéril, -se mezcld la
bacteria con caldo y luego se trasladb cada cepa a 3 placas con medio de cul
tivo a base de agar, extracto de levadura y manitol. Las placas (cajas de
petri) se incubaron a 26°C; en posicibn invertida y se observd cuidadosamen
te para registrar la formacidn de las colonias caracteristicas de la cepa de
Rhizobium. -

A.2. Preparacibn de los Inoculantes:

Después de realizado lo anterior y para multiplicar abundantemente las bac—
terias de cada cepa se necesitd de un caldo nutritivo, que ' de acuerdo con
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Vincent (20), lleva lo siguiente;

KzHPO, - 0i5gr.

MgS047H,0 0.2 gr.

NaCl 0.1 gr.

Manitol 10,0 gr.

Extracto de levadura 100,0 ml.,

Agua destilada Llevar a 1000 ml. de medio
pH 7,0

Para esterilizar el medio, se autoclaved a IZOOC, durante 20 minutos.

Se inocularon en e} caldo las diferentes cepas a evaluarse y luego se colo-
caron en un agitador de tip-horizontal durante cuatro dfas de acuerdo con
Chonay (5), luego de &ste tiempo se hicieron conteos de la poblacibn bacte-
riana en los caldos utilizando para el efecto el método de diluciones y la ch-
mara de conteo bacteriano de PETROFF, una poeblacién-adecuada enelcaldo
es por lo mencs 500x100 células por mililitro decaldo seghn Vincent (20).
Dedpués de 8sto y de acuerdo a io que recomienda Vincent (20}, para prepa-
rar inoculantes cuya base de transporte sea la turba -se hizo lo siguiente: la
cantidad de caldo necesario para impregnar la turba se calculd en base ala
densidad aparente de la misma, determinando el volumen necesario de agua
que moja la totalidad del material.

La turba a utilizar fue esterilizada mediante radiacidn gamma y fue enviada
de la Universidad de Hawai (EUA), Una vez realizada la mezcla se dejbo un
periodo de maduracidn, -para disipar el valor-y-obtener-un humedecimiento.
mis intimo de la misma.

Peleteado de la Semilla:

Esta consistid en un recubrimiento de la semilla con un material cementante,
cuyo objetivo fue poner en Intime contacto el inoculante con la semilla, ade-
mis de brindar proteccion a los Rhizobios de los factores negativos en la
simbiosis, Se utilizd el procedimiento inc_iifj‘gfdb por Vincent (20), qu€ lleva

.

los siguientes pasos:

1. Preparacidn del adhesivo: Consistid en preparar una solucibnal 45% de
goma arabiga con agua potable,

2. Mezcla del adhesivo.con el inbdculo e inoculacidn: La turba se mezcld con
el adhesivo e inmediatamente se peleteb la semilla.

3. Recubrimiento con material cementante: Para esio se agregé carbonato
de calcio en cantidad suficiente para recubrir la semilla,

Cada uno de los inoculantes {uno por cada cepa) se trabajb individualmente,
hasta obtener nueve lotes de semilla peleteada, debidamente inoculada ylista
para la siembra. '

MVE""D-’\D DE SAN CARLOS OF GUATEMALA
Biblioteco Celn‘rrcl
Seccion de Tésis
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B. Metodologfa de Campo:

B.1.

Anilisis y Preparacitn del Terreno:

Se realizd un muestreo al azar dentro del irea experimental a una profundi-
dad de 30 cms., considerando que &sta es donde se logra el mayor desarro-
llo radicular del cultivo del frijol, se enviaron allaboratorio del ICTA, so=
licitando la siguiente informacidn: -

a) Anilisis de rutina,
b} Cationes
¢} Materia organica
d) Nitrbgeno
e) Elementos menores.

El anilisis mostrd un nivel bajo de calcio y pH por lo que{fue necesario en—
calar el terreno para mejorar las condiciones del mismo y establecer una me
jor relacibn ca;clo/magnesao. Se utilizb cal dolomftica en cantidad suficien-
te pera llevar la relaci i CafiMg. a 6/1. La cal se incorporb-al suelo luego
de un paso de arado y 2 subsecuentes pasos de rastra.

Desinfeccibn y Desinfestacidns

Al momentg.de la siembra se incorpord al suelo, Volatdn, en una proporcibn
de 100 lbs.. por manzana, aplicados al fondo del surco-en hileras, para el
control de plagas del suelo como:

- Gallina ciega {Phyllphaga sp)

-~ Gusano alambre (Agriotes.sp},

- Gusano nocheros (Prodenia, Agriotis)

e w .
También se aplicd Furadan al momento de la siembra-para controlar el dafio
de larvas de una mosca que manifiesta el Ingeniero-Rolando Aguilera (Con—
sultas personales a lc largo de la asesoria), que causa dafios ala nodulacibn.:

Triple superfosfato:

Con &ste se logrd la incorperacion del fertilizante fosfatado al suelo, en un
nivel de 50 Kg.. de fosforc por hectirea, teniendo en cuenta-que comercial-
mente viene con una concentracidn del 45%. Se agrepgt-al-fondo del surco y

al momento de la siembra, de acuerdo a lo recomendado por Tobias (18), -
-~ B ® = ’
- . % a g :
Todos los tratamientos anteriores, Eal, Volatbn, Furadan y triple superfos-—
fato fueron proporcionados a todas las parcelas experimentales a {in de que’

&stos no constituyan fuentes de variacibn en el experimento,
Urea:

Esta fue la fuénte de Nitrégeno utilizada en los tratamientos. testigo en nive-
les de 0 50 y 100 Kg /ha. de Nitrbgeno, teniendo en cuenta que la Urea re-
presenta concentraciones del 46%, en ninguno de los tratamientos con inocu-
lante se aplicd Urea como fuente de Nitrbgeno, pues el objeto de los mismos
es evaluar la capacidad fijadora de las cepas de Nitrbgeno Atmosférico., Es
ta aplicacidn se efectud al momento de la siembra, con un 25% del Nitrt’)gen;y '
total de acuerdo a lo recomendado por Tobfas (18).
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952, 390.

TRATAMIENTOS ESTUDIADOS

Se establecieron doce tratami’é:ﬁ:{os en total, constituidos de_la manera sipuiente: Tes-
tigos o tratamientos comparadores.3; uno con un nivel de cero kilogramos de N:'tffégenog por
hectirea y sin inoculante, y los otros con niveles de 50 y 100 kilogramos por hectarea respec
tivamente y sin inoculante, los restantes tratamientos corresponden a nueve cepas de Rhizo~ - -
bium phaseoli procedentes de la coleccibn del Centro Internacional de Agricultura Tropical,
(CIAT) en Cali, Colombia. Recomendadas todas como las mejores en experimentos interna—
cionales recientes; &éstas cepas son las siguientes: CIAT 166, 127, 904, 57, 255, 407, 727,

Todas pertenecientes a la coleccibn IBIT, a continuacidn se describen en el siguiente
cuadro: Extracto del Documento (6).

CEPA

CARACTERISTICAS

CIAT 57:

CIAT 255

CIAT 904;

CIAT 127:

CIAT 166:

CIAT 390:

CIAT 407:

CIAT 727:

*

Se obtuvo en la Universidad de Sidney {Australia) como CC 511 en 1971,
Se probbd repetidamente a la respuesta simbidtica entre-los afios 11972 y
1979. Se incluyd en las cepas IBIT entre 1979 y 1980. -

Aislada como Cepa Z 65, en Tenerife, Colombia en 1978, liltimamente pro
bada para infectividad en 1979 siendo altamente efectiva, incluida en las
IBRIT en 1980,

Aislada como Z 151, en Buga, Colombia en 1972, p.robada para infectivi-
dad en 1979, siendo altamente efectiva, incluida-en-las IBIT en 1980, -
También se le aprovecha como mutante; - -.

Aislada como Z 272; en Danii, Honduras enl1972, ‘-probada er la respuesta™ - -

simbibtica de 1972 a 1979, KEs altamente efectiva. Sin embargo, respon-
de erraticamenie en plantacionas de campo. Incluida em-las 1BIF-entre
1979 y 1980.

Aislada como Z 723, en Popayin, Colombia en 1975, probada para infec-
tividad en 1979. Siendo altamente efectiva. Incluida enlas IBITen 1980

Aislada como CIAT DE CAMPO, en Cali, Colombia en 1974 probada para
infectividad en 1979 y es altamente efectiva. Incluida en las IBIT, en el
afio 1980, '

No incluida en el documento {6} a la fecha de edicibn.

- Obtenida en S.M.T.,Saido, Brasil como CB8 en 1679,"6 487 RGS Porto.

Alegre. Probada para infectividad en 1979, es efectiva. Se incluyd en
las IBIT entre 1979 y 1980,
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VIII, DISENO EXPERIMENTAL:

-

Bloques la Azar:

Constd de doce unidades experimentales por bloque y un total de cuatro-bloques o repe-
ticiones y se trabajo con 33 grados de libertad en el Z2rror, considerando esto como aceptable
de acuerdo a Reyes Castafieda (17), utilizando la J'ormula » GLE es igual o mayor de 12 y és-

%os se determinan de la siguiente forma: (T-1) {r-1) en donde: GLE: grados de libertad en el
error, T: tratamientos, r: repeticiones o.bloques.

Se trabajd con una parcela experimental de 18 Mts,2 y 48 parcelas en total, lo que re~
presenta un area neta del experimento de 1080 Mts.z, tomando en cuenta las calles de 1 Mts,
de ancho dentro de cada blogue, los cuales estuvieron en forma-perpendicular a la pendiente
que en este caso no sobrepasa el 3%, los surcos dentro de cada parcela también fueron colo-
cados de forma perpendicuiar a Ta pendiente, estatleciéndose de acuerdo a ésto la longitud de
163 biogues de V2 mts. por 3 mts. de ancho,

Modelo Estadistico:

De acuerdo a Melgar {14), el modelo usado fue el siguiente:
Yij = M + Bi + tj + Eij;

Donde: Yij: Variabie fespuesta observada en el blogue i con tratamiento j
M: Efecto de la media general
Bi: Efecto de} bloque i,
tji: -Efecto del tratamiento j.
Eij: Efecto debido a factores no 1nc1u1dos en el modelo (error experimental

Anilisis Estadistica:

Se efectud andlisis de varianza para cada uno de los parimetros estudiados y luego se
sometiercn a la pruebz de TUCKEY con significancia del 5% para establecer los tratamientos
mas favorables,
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CIAT 166 : 7. CIAT 727

1.

2. CIAT 27 8. CIAT 952

3. CIAT 904 9. CIAT 390  + o
4, CIAT 57 10, NITROGENO 00 Kg./ha¥
5. CIAT 255 11. NITROGENO 50 Kg./ha.
6. CIAT 407 12. NITROGENO 100 Kg./ha.
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La importancia de cada uno de los parémetros estudiados, se mencionaenlarevisidn de
bibliografia en este mismo trabajo. Los datos que se tomaron son los siguientes:

Nimero de nddulos

Peso de nbduios y peso por nddulo

Color de los nddulos (eficiencia de los mismos)

. Distribucidn de los nddulos en la rafz

Peso en materia seca de la parte aérea del vegetal,

f

Todos los parimetros anteriores fueron evaluados al momento de la floracibn.

Rendimiento en grano {peso) seco estandarizado al 12% de humedad.
Porcentaje de humedad del grano.

Y estos 0ltimos determinados y evaluados luego de observar la maduracibn total de la
prantacion; color amarillo. cierie defaliazndi. vairas secas perc no abierta. (9).

Toma de Muestras:

Se efectud un Gnico muestreo al momento de la floracién ; en donde se procedib a tomar
diez plantas por parcela, cinco de cada surcec, utilizando lus surcos centrales y dejando 0.5
M, a partir del borde de la parcela y el inicic de la toma de la muestra, esto para evitar el
efecto de borde que se establece; aqui es importante sena.l.ar que cada parcela tenia seis sur~

€05 a 0 -5 M, entre cada uno y un lar go deb6™M, - -

. - .
- _*%_p - [ -

El material muestreado fue trasladado al laboratorlo én 1 donde se- separo la parte aerea

para su determinacidn en materia seca y la parte subterrinea para determinar nodulacidn: nf-
mero, color, peso y forma de distribuci“on dentro del sistema radicular.

El &rea a utilizar en la determinacibn del rendimiento en grano para cada parcela se
establecié de la siguiente manera: Se eliminazron los des surcos terminales por  constituir
efecto de borde y se cosacharon los cuatro centrales a partir de 0,5M,, despuis de donde se
efectul el muestreo a la floracidén, guedando por lo consiguiente un Area de cosecha de 8 me-
tros cuadrados por parcela.

La cosecha se realizb a mano lo mismo que la extraccidn del grano colocandola produc~
cidn de cada parcela en recipientes individuales, fueron pesados y evaluados en cada uno de
ellos su porcentaje de humedad.
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..~ . MANEJODEL'EXPERIMENTO. - =~ 0 &5 il

Siembra:

Esta coincidid con el inicio de las lluvias en un terreno preparado con anterio-
ridad, tal y como ya se menciond de acuerdo a ciertos analisis efectuados,

Las distancias de siembra fueron las siguientes: 0,05 metros.entre surcos y a
0.5 metros entre plantas, ésta Gltima se hizo as{ para luego efectuar un raleo y que la
densidad de poblacidn fuera la dptima. Junto a la siembra se aplicaron comoyase men
ciond: Volatdbn, Furadan triple, superfosfato y urea, &sta Gltima sblo-en las parcelas,
con tratamientos de Nitrdgeno.

~
e
EY

Rale__o_: Ty

Se efectud un raleo a 10 dias después de la germinacidn lograndose con éste un
distanciamiento entre plantas de 0.10 metros.

Limpias:

Se efectuaron de forma manual con azadbn, realizindose la primera‘’a una sema-

' na después del raleo y la segunda, luego de la floracion,

-'Control de Plagas y Enfermedades: ~

Fue necesario hacer aplicaciones de 1nsectlc1da "Metasistox", tomande en cuenta- -

el efecto residual del FURADAN que fue aplicade al momento de la siembra y - éste es
aproximadamente de 30 dias. Las plagas problema en el ‘area-fueron:

—~ Mosca blanca (Aleirodidae); vy, : S s

b

- Tortuguillas (Crisomelidae y Coccitielidae).

La misma situacidn se psesenfd erd cuanto al uso de fungicidas, fuenecesario ha
cer aplicaciones de "polirari—combi’’, combatiendo la incidencia de las enfermedades =
fungosas mas comunes en el cultivo del frijol, siendo éstas-las-siguientes;

— Roya del frijol (Uromycis phaseoll) ¥s
-~ Mancha angular (Tsar1op51s griseola).

Fertilizaciones:

Se aplicd Nitrégeno en forma de urea, «dfas antes de la floracidn, de acuerdo a
Tobfas (18) &sta se realizd en bandas laterales al cuitivo y {inicamente en aquellos tra-
tamientos que contemplaron niveles de Nitrbgeno (50 y 100 Kg./Ha.}, enésta aplicacidn
se proporcionds el 75% de la dosis total de Nitrégeno, pues al momentodela siembra se
suministrd.la primera parte (25%).
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CUADROS DE RESULTADOS

H

PORCENTAJE DE NODULOS EFICIENTES

¥

TRATAMIENTO I I 111 Iv x
CIAT 166 86 87 84 87 86.0
B 127 89 86 86 85 86,5
904 a8 90 87 86 87.75

~*—~~~-~é? —;7 ” 5% 88 88 7.75
255 89 - 89 87 87 88.0

407 91 93 92 89 91.25




NUMERO DE NODULOS A LA FLORACION
TRATAMIENTOS I IT I1I Iv X
CIAT 166 160 122 146 153 - 145.25
127 148 134 152 154 147,00
904 143 141 107 140 132,75
57 158 133 146 149 146,50
255 149 109 142 104 126,00
| R

457 103 125 130 141 124,75
727 105 154 123 | 138 130,00
952 124 130 140 122 129.00
390 96 105 108 114 105,75

N ©O

N 50

N 100




PESC POR NODULO A LA FLORACION (Gr.)

TRATAMIENTO I II 111 IV X
CIAT 166 0.,0074 . 0.0174 L0.0127 0.0156 0.0133
127 - 0,0107 0,0168 0.0093 0.0135 0.0126
904 0.0126 0.0149 0.0138 0,0103 0.0129
57 0,0127. 0.0167 0.0140 0.0236 0.0168
258 0.0 3,0207 0.0091 0.6285 0.0181
407 0.0382 0.0221 0.0187 0.0270 0.0265
727 - 0.0234 0.0181 0.0155 0.0148 0.0180
952 ' 0.0318 0.0303 0.0156 0.0240 0.0254
300 0.0370 0.0273 0.0273 0,0349 0.0316
N 00 0.0122 - 0.0076 0.0083 0.0178 0.0115
N 50 0.0270 0.0268 0.0122 0.0220 0.0220
N 100 0.0303 0.0z87 0.0166 0,0352 0.0277
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PESO DE NODULOS A LA FLORACION (Gr.)

TRATAMIENTO 1 I I11 Iv X
CIAT 166 1.1886 2,1300 1.8489 | 2.3795 1.8867
127 1.5799 2.2561 1.4138 2,0743 1.8310
904 1.7082 2.1054 1,4746 1.4366 1,7037
57 2.0085 2.2191 2.0521 3.5190 2.,4497
S UEI S e
255 2.1075 2.2604 1,2088 2.9665 2.1582
407 3.9326 2.7575 2,4259 3.8065 3.2306
727 2.4561 2.7889 1.0026 2.0450 2.2981
952 3.9432 2.5870 2.1833 »,0347 2.9120
390 3,5481 zwgggw 2.9249 3.97%9 3.3322
N 00 11,5321 1.0045 1.1577 2.4210 1.5288
N 50 2.0486 1.8999 1.0139 1.5406 1.6257
N 100 5.9086 21263 | 1.3420 2.7066 2.,0211
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MATERIA SECA DF LA PARTE AEREA A LA FLORACION (Gr,)

TRATAMIENTO 1 11 ITT IV x
CIAT 166 27.0 29.2 18.1 21.4 23.9
127 35.1 19.8 22.3 20.9 24,5
904 22,9 26,4 28.1 24.9 25.6
57 31,2 28.4 26.1 26.9 28.2
295 29,6 |  29.6 33.9 21.14 28.6
e e e —_— ..}'..m it i St st
407 34,9 29.9 34,1 34.7 33.3
727 33.3 34,4 31.1 29,2 32,0
952 28.9 32.9 40,7 31.0 33.4
390 38,6 35.9 42.2 36.7 38.4
N o 20.4 20.6 ?1;6 24,8 C21.1
N 50 38,9 35.4 40.9 39.9 38.8
N 100 46,2 32,6 39.3 35.9 37.0
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RENDIMIENTO DE GRANC (12% Hum.) {(Gr.)

TRATAMIENTO I II III IV P

CIAT 166 573.3 743.4 711.2 750.7 694.6
127 _907.? 480, 1 665.6 844,9 724.6

904 636.8 724,0 812.1— - 827.2 751,3

57 760.4 797.7 706.0 . 928.2 820.6

255 849.0 893.3 860.1 750.7 838.5
—M“T_wnnf;;; 1081, 7 1 854.4 BE2,C 924,6 940.70
727 920.8 1087, 1 767.4 760.5 884.0

952 701.7 1033, 1 898.8 869.8 898.4

390 866.7 1027.0 1162,2 921.2 994.2

e 6G. 818.1 634.7 £83.8 | 636.8 693.4

N 50 1271.1 938,2 1222.1 947.0 1004.6

N 100 1321.6 1000.1 1032.0 1004, 1 1089.4
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CALL2 o ANALISIS DE VARIANZA

!
FeV, G. LIBERTAC | SUMA DE CUADRADOS | CUADRADOS MEDIOQS| F. CALCULADA
Blogues 3  4,9521
Tratamientos 11 16.7605 1.5237 7.1221 ¢
Error 33 7.0599 0.2139
Total 47 28,7725

% Nbdulos eficientes a la floracidn,:
C.V. = 2.57%

Bloques ' 3 1554.08

Tratamientos 11 28801.7% 2618,34 6,96 c
Error . 33 12409.42 376.04

Total 47 § 4Z765.25 Al

No. de nédulos a la floracidn -
C.Wo = 16,11%

Blogques 3 0.000460

Tratamientos 11 0.002043 0.0001857 7.4311 ¢
Error 33 2. 000825 0,0000280

Total 47 L 0.003328

Peso por nddido a la floracibr.
C.Ve = 25.00% '

Bloques ' 3 4,9521

Tratamientos 11 16,7609 1.5237 7.1221 ¢ |
Error 33 _“310599 0.2139

Total i 47 | 28,7725 1

Peso de Noduios a la floracién
C.Ve = 16,112

Bloques 3 80.7422

Tratamientos 11 1567,1836 142,4712 10,2977 ¢
Erroc . 33 456,5625 13.8352

Total 47 2104,4883

Materia seca parte aérea de la floracidn .
: C-Vo =8 12.20%

Blogues 3 21712.00 -
Tratamientos | 11 882672,00 80242.8750  4,0403 ¢
Error 33 535024.00 7«4 - | 16212.8477

Total 47 1439408,00

RendiTientoode grano (12% humedad )} UNIVESIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
C.V. - 14.6/0 Bibliocteca Centrol
¢ Se rechaza la hipdtesis nula {Ho.) Seccion de Tésis
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CUADRO N* 1
) S 11 331 v y ML
% Nfdulos eficientes N°de nédylos a la floracidn Peso_por nddulo a la floracidn |Peso de nddulog a la __floracifn] Mat. seca Plant. a la Flor. Rend. de_grano seco  **
Trat. Media Diferenca | Trat. _Media Dif. Trat.* Media Dif Trat Madia* Dif, Trat. media* 04 f. Trat. medig * Dif.
CIAT 390 94.50 A CIAT 127 147.0Q A CIAT 390  0.0312 A CIAT 390 3.3322 A N 50  38.775 A N 50 1094.5996 A
952 93.25 AB 57 146,50 A _ N 100 __0,0°77 AR 407 1.23pA AB CIAT 39¢  38.350 A N10G 1089.4492 A
407 91.25 ABC 166  145.25 A CIAT 407  0.02865 AB 952  2.9120 ABC N 100  37.000 AB CIAT 390 994.2748  AB
727 90.00 ABCD K 00 133.7% A 952  0.0254 ABC 57 2.4497 ABCD CIAT 407  33.400 ABC 407 940.6748 _ AB
255  88.00 BCDE CIAT 904 132.75 AB N 50 0.0220 ABCD 727 2.2981 ABCE 952  33.375 ABC 952 898.3490 A
57  87.7% BCOE 727 130.00 AB CIAT 255 0.0181 8CD 255  2.1582 BCD 727 32,000 ABCD 727 _883.9497 _ AB
904  87.75 BCOE 952  129.00 AB 727 0.0180 BCD N 100 .2.0211 co 255  28.625 ABCDE 255 838.5249 AR
127 86.50 c:bTZ 255 126.00 AB 57  0.0168 BCD CIAT 166 1.8867 co 57  28.150 BCBE 57 820.5750  AB
166 86.00 CopE 407 124.75 iy 166  ©.0133 co 127 1.8310 co 904  25.575 BCDE 504 751.2749 B
N 100  84.50 DE 390 105.75 BC 904  0.0129 co 904  1,7037 D 127 24.525 COE 127 724.5747 B
N 50 84,25 E N 50  75.00 c 127 0.0126 ] N 50 11,6257 ] 166 23.125 DE 166 694.6499 B
N 00 64.75 F N 100 73.75 c N 00 0.0115 D N 00 1.5288 0 N O 21.100 £ 4 00 693.3439 B |

* Peso en gramos
** (Standardizado a 12% de humedad)

8¢




CORRELACTIONES

(CUADRO No. 2}

A mayoﬁ % de
A mayoﬁ
. A mayor

A mayor

nodules eficientes,
nddulos eficientes,
nddulos eficientes,

nbdulos eficientes,

A mayor nlmero de nddulos, menor

A magor nimero de nddulos, menor

A mayor dlmero de nddulos, menor

A mayor niimero de nddulos, tenor

mayor peso en materia seca

mayor rendimiento en grano
mayor peso de nddulos
menor niimero de nddulos
peéo en materia seca
rendimiento en grano

peso de nddulos

peso por nddulo

- A mayor peso por nédulq,.mayor peso en materia seca

. A mayor peso por nddulo, mayor rendimiento en gsang.

‘A mayor peso de n6dulos, mayor peso en materia seca

‘A mayor peso de ndédulos, mayor rendimiento en grano

A mayor peso en materia seca, mayor rendimiento en grano

-
AL B Sl

§.t.n..= Sin

“tratamiento 50y 100 Kg/A de Nitrdgeno. : - @~

c.t.n. = Con tratamientos nitrogenados.

{s.t.ni)
{s.tuni)
(sotan.)
(seton.)
{s.t.n.)
(setun.)
(s.ten.)
(c.ton.)

(s;t.n.)

C(sitena) o
,(s.t.ﬁ.)

(‘ S_-;t ."n,.')

(C.t.n.)
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PESO DE .MATERIA SECA

Y=0.33 X +73.02
COR=—T7%

N . i e -
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RENDIMIENTO DE BRANO

1000 l-

900}

800

700}

Y=24.3 X+ 125.00
COR= 97 %

21 24 27 30 33 36 39

MATERIA SECA




CUADRO N° 3

BISTRIBUCION DE LA NODULACION

1 7
FRECUENCIAS

TRATAMIENTO I 11 I11 w1 2 3

CIAT 390 1 1 2 1 3] 1 0

407 2 1 1 1 3 1 0

952 1 2 1 2 2 | 2 0

57 3 2 2 1 1] 2 1

255 1 2 3 3 1l 1 2

166 2 3 1 3 1] 1 2

727 1 3 3 2 1] 1 2

904 3 2 2 2 0| 3 1

127 2 3 3 2 0| 2 2

N 50 3 2 3 2 0| 2 2

N 100 2 2 3 3 0] 2 2

N 00 2 3 3 3 ol 1 3

34

de las cuatro repeticiones del ensayo.

lar en la raiz de la planta, identificados como patrones: 1-2-3;:

Arriba aparecen los tres distintos patrones de distribucidn nodu-

la columna de la derecha (frecuencias) representa el nimero de ve-

ces que se repite cada uno de los patrones de distribucién dentro
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DISCUSION DE RESULTADOS

Para discutir ios resultados obtenidos partiremos de dos puntos base; ellos son:

a) EI anAlisis global de comportamiento de las cepas; y,
b) El anilisis individual de comportamientos de las mismas.

A. Anlisis Global de Comportamiento de las Cepas:

Iniciaremos esta discusién con un anilisis global de los resultados, es decir, tra-
tando de enlazar cada uno de los parimetros de medicién tomados, que en un resu-
men son: porciento de nbdulos eficientes, peso unitario por nbodulo, pesototal y nli-
mero de ellos asi como el peso de materia seca de la planta a la floracidny el ren-
dimiento por grano, Para “esto sera necesario observar las graficas de correla—
cidn (No. 1, 2440ev...12 y 13) y €l Cuadro No, 2, que resume &sta informacibdn,

Como el objetivo de &sie trabajo es estudiar la eficiencia o ineficiencia en la fija-
cibdn de Nitrbgeno Atmosférico por parte de las cepas inoculadas, sera necesario
ir relacionando los diferentes parimetros de medicién hasta obtener una interpre-
tacién total de los resultados. '

Siguiendo el orden planteado de los parimetros a medicidon, analizaremos primero
el porcentaje de nddulos eficientes. Al comparar éste contra losotros parametros

(grifica y cuadro No. 2) se puede observar que cuando el porcentaje de nbddulos -~

eficientes es mayor existe también un mayor peso de materia seca por parte de la
planta; un mayor rendimiento de grano y un mayor peso de nbdulos (correlaciones

-y « graficas 1, 2 y 3 respectivamente) pero se verifica-una disminucidnen el ntimero

de los mismos {correlacidn y grafica No. 4). Las primeras dos correlaciones som -
fAcilmente explicables ya que es comprensible que si un nimero mayor de nddulos
esta fijando Nitrbgeno, éste redundara en beneficio del crecimiento de la planta y
de la produccidn de grano, méxime si sucede que el peso de los nodulos también au
menta con el porcentaje de nodulos eficientes, como se apreciaemlatercera corre-
lacidn, que puede explicarse si se analizan conjuntamente las correlaciones 4y 7,
Se habia dicho que al aumentar el porceniaje de nbdulos eficientes disminuye el nli=
mero de los mismos, ahora bien, la correlacién 7 nos dice que el nlmero-de -los
nodulos al aumentar hace disminuir el peso total de los mismos o'lo'contrario, al
disminuir aumenta el peso total de los nddulos, Con ‘este hecho se explica clara—
mente que si disminuye el nimero de nbdulos se aumenta el porcentaje de nbdulos
eficientes y en consecuencia se aumenta también el peso de nbdulos, caso de la
correlacidn No, 3.

Otro de los parametros medibles que sirven para evaluar el nivel de fijacidn de
Nitrdgeno por parte de la bacteria y tal como lo manifiesta Kolling (10) es el nime-
ro de nddulos, sobre éste aspecto en cuestibn y después de analizar algunas corre
laciones se encuentra que en todos los casos {(correlaciones y-gréﬁcas 5, 6, 7Ty 8)
el nlimero de los nddulos es directamente inverso al peso de materia seca delaplan
ta, rendimiento de grano, peso total de nddulos y peso por cada nddulo; lo que in—
dica que aquellas cepas que presentan un nimero elevado de nbdulos manifiestan ba
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- ja eficiencia en la fijacidn de Nitrbgeno Atmosférico, ésto se debe*indudablemente;

a que cuando los nbdulos son muchos, su tamafio es menor y consecuentemente, su
peso es menor, caracteristicas de los tipos de nbdulos ineficientes para lafijacion
de Nitrbgeno. Esta Gltima aseveracidn se confirma al analizar el peso promedio
por nddulo y correlacionarlo con el nlimero total de los mismos en la planta (corre~
lacibn y grafica No. 8). '

Aclarando el aspecto relativo al nlmero de nddulos se pueden observar las corre-
laciones y graficas 9, 10, 11 y 12; en las que tanto el peso por nddulo como el pe-
so total de nbdulos, tienen una influencia clara sobre-el rendimiento de materia se
ca como sobre el rendimiento de grano, o sea que cuando:les nodulos songrandesy
eficientes fijadores de Nitrbgeno van a reflejar unbuen pesototalde los mismos en
la planta y consecuentemente un buen rendimiento en materia seca y rendimiento de
grano. Estos dos Gltimos parametros se explican por siisblos al observarel resul
tado de la correlacidn No. 13, que indica que a mayor peso de materia seca, hay
mayor- rendimiento de granc en la planta,

Es importanie indicar que en todas las correlaciones discutidas con excepcion de
la 8y la 13, no se tomaron en cuenta los tratamientos-” N.50 y N.100J (50 y 100
Kg. de Nitrbgeno por hectarea), lo anterior por la no coincidencia de los resulta-
dos, manifestando una falta de correlacidn debida a que la fertilizacibn nitrogena—
da afecta el desarrollo nodular tal como ha sido demostrado por Graham (8)y otros
investigadores.,

Anilisis Individual de Comportamiento de las Cepas:

Después del analisis global de comportamiento de lodos los parémetros, pasamos al

analisis de las respuestas directas-de-comportamiento de cada uno de los-tratamierr—"=" -

tos, lo que indudablemente podrin ser mejor explicados bajo la base inicial que se
efectud en &sta discusidn; en resumen, los resultados mostraron para cada parame-
tro de medicidn el siguiente comportamientcs:

a) Porcentaje de Nbdulos Eficientes:

i. Las tres cepas que obtuviercn un porcentaje de nbdulos eficientes fueron
CIAT 390, $52 y 407,

2. Los tres tratamientos que manifestaren los mis bajos porcentajes de nbdulos
eficientes fueron N 00; N 50 y N 100, gue dicho de otra manera, correspon-
den a los tratamientos sin inoculante o sea, la cepa nativa del suelo,

b} Nlmero de Nbédulos a la Floracidn:

1. Las tres cepas con mayor ntmero de nddulos correspondena: CIAT 127, 57,
166 y al tratamiento N 00 (cepa nativa).

2. Los tratamientos con menor nimero de nddulos son: N 100, N 50 y la cepa
CIAT 390,




c}) Peso por Nbdulo:

1. Los tratamientos CIAT 390, 407, asi como lostratamientos N 50 y N 100,
obtuvieron los pesos mas altos.

2. Los pesos mas bajos se obtuvieron con los tfatamientos N 00, CIAT 127 v
904. '

d) Peso Total de Nédulos:

1. Las cepas CIAT 3906, 407, y 952, manifestaromlos mvejo‘ré‘s. pesostotalesde
nodulos. ‘

2. Los tratamientos N 100, N 50 {sin inoculante)'y CIAT 904 tuvieron los pe—
sos promedio de nddulos totales mas bajos.

e) Materia Seca de la Planta a la Floracidn:

1. Los pesos més altos corresponden a los tratamientos N 50 y N 100 as{ como
las cepas CIAT 360 v 407,

2. Los que presentan menor peso de materia seca fueron N 00, CIAT 166 yl2a7

f) Rendimiento de Grano:

1. Los tratamientos N 50, N 100y CIAT 390y 407; manifestaron- los. mejores
rendimientos,

2. Los més bajos rendimientos correspondieren a N 00, CIAT 166 y 127,

Los resultados que se chservan en el resumen anterior son respuestaslogicasalas
distintas interacciones de los parimeiros medidos, s&lo en algunas ocasiones, &s~
tas respuestas seran explicadas con posibles causas deacuerdo a lo revisado en
#ste trabajo.

El porcentaje de nbdulos eficientes alto, es prueba de que la bacteria-inoculada-es - -

eficiente en la fijacidn de Nitrbgeno, tal-y como-lo demuestran-las-cepas CIAT 390

952 y 407 {inciso a, numeral 1), ésto se demuestra con el hecho de queestostratas - *

mientss manifestaron baje nlmero de nddules corroburando lo-indicado-por Kolling
(10}, cuando sefiala gue las cepas sficienies al no existir limitacidn ambiental; ni
nutricional, no hay formacion de un nimero elevade de los mismos, pero &€stos me—
joran su crecimiento. ‘

El mejor crecimiento.de los nbdulos también explica-que las cepas CIAT 390 y 407
tengan los mis zltos pesos por nddulo {inciso ¢, numeral 1}). Podrfa ser discutido
que en los incisos b y ¢, numerales 2 y 1, que se refieren como ya dijimos a nlime-
ro y peso por nbdule respectivamenie, aparezcan con menor nlimero 'y buen peso
por nddulc los tratamientos con Nitrbgeno (N 50-y N 100), pero &sto es explicable,
si tomamos en consideracion lo observado por Kolling-(10) y Graham (8) que indican
en forma separada dos cosas: Kolling dice que el Nitrbgeno aplicado tiene un efec-

to negativo en el nimero de nbddulos y Graham cita que un nivel minimo de Nitrégeno
aplicado a la siembra funciona como un ESTARTER para el desarrollodelaplanta,




v

as! como para el desarrollo nodular de la misma, '-talfjr-como ocurre en el presente
casc, ya que si se revisa la metodologifa experimental, se observa que los niveles
de fertilizante nitrogenado se aplicaron en dosis fraccionadas, siendolas iniciales
de 12,5y 25.0 Kilogramos por hectirea a la siembra, 1o cual pudo presuponer que

" la dosis inicial no fue muy alta pero tampoco baja, actud-en parte enformanegativa

disminuyendo la colonizacidn de bacterias en la raiz, caso-contrarioal tratamiento
N 00. Y que conforme el Nitrdgeno aplicado fue utilizado por ld plantay/t se per—
dib por otras causas ambiertales los nddulos colonizados pudieroncrecer y obténer
buen peso por nddulo mis nd L_m.bﬁen peso total (inciso d, numeral 2)

-
L

En el inciso d, numeral 1 se resume lo relacionado al'peso-total de-nbdulos y nue-
vamente las cepas CIAT 390, 407 y 952 manifestaron los pesos mas altns, Parade
finir su eficiencia sblo resta observar que tanto en el peso de materia seca de la
planta como en el rendimiento de grano (inciso e y f, numerales 1 y 1 respectiva—
mente,), las cepas CIAT 390 y 407 principalmente aparecen compitiendo con los
rendimientos de materia seca y granc de la planta con los tratamientdss que llevan
Nitrogeno. Como es indiscutible, el Nitrbgeno sblo puede llegar a-la-planta enés—
te experimento por;

a) El que proviene de la fertilizacidn nitrogenada y esto ocurre-en-lostratamien—-
tos N 50 y N 100;

b) El que proviene de la atmbsfera y es fijado simbidti camente- por parte--de las
cepas inoculadas. '

Esto demuesira que las cepas CIAT 390 y 407 principalmente resultan ser tan efi-
cientes en la fijacion de Nitrogeno; que es comparable estadfsticamenteal suminis- - -
tro artificial de Nitrogens en niveles de 50 y 100 kitogramos por-hectiredpara és-

te suelo y &sta variedad.de frijol ICTA-8] con el que se-trabajd.

‘Por Qltimo y para terminar se hari referencia al patrén de nodulacidén que de a-

cuerdo a lo anotado por Kolling {11) indica que el patrén de-distribucidn delos nb-
dulos que crecen en la ralz principal y cuello de la misma, correspondenaaquellias
cepas mas eficientes en cuanto a la fijacidn de Nitrbdgeno Atmosférico. El anilisis
de leoe patrones de nodulacidn en las raices de las plantas de frijol inoculado con
tas diferentes cepas asi como también las no incculadas {N 00, N 50 y N 100), que

representan a la cepa nativa del suelo, mostrd tal como.lo.cita-la literatura, que
las cepas mas eficientes como son la CIAT 390 y 407, obedecieron a un patrén de
nodulacidén ya mencionado como el mejor ya que en tres de las repeticiones del en~
sayo, este patrdn se manifestd igual nimero de veces mientras que en el resto de
las cepas presentaron otros patrones de distribucidn (ver Cuadro No. 3). '




XII. , CONCLUSIONES

5.

Después de discutir los resultados se concluye lo siguiente:

Las cepas que manifestaron un comportamiento con mayor eficiencia en la fijacibn-de Ni—
trogeno Atmosférico en la variedad de frijol ICTA-81 y en la localidad estudiada - fueron:
CIAT 390 y 407, va que sus rendimientos de grano por parte de la planta son similares a
los rendimientos obtenidos con fertilizacidn nitrogenada en niveles de 50 y 100 kilogramos
por hectérea.

La cepa nativa del suelo demostrd en este ensayo ineficiencia en la fijacibn simbibtica de
Nitrégeno Atmosférico.

El porcentaje de nddulos eficientes {nddulos rosados) es un pardmetro de medicién, que
puede ayudar en !a evaluacitn de cepas de Rhizobium inoculadas, pues establecela capa-
cidad fijadora de la bacteria.

El peso alto por nbédulo indica buen desarrollo y eficiencia en la fijacidn de Nitrbgeno por
parte de &l.y es caracteristico de una cepa con alta capacidad fijadora.

El rendimiento de grano es producto del nivel de Nitrbgeno en el sistema (al ser optimiza—
dos los restantes elementos) y es un parimetro determinante en Ia evaluaciébn de cepas
Rhizobium inoculadas .

El peso de materia seca de la parte aérea de la planta a la {loraeidén es un parimetro de
medicibh determinante en la evaluacién de cepas de Rhizobium inoculadas,

El patrdn de distribucion de nodulos en la raiz, No. 1 {concentracidn de nddulos en la par
te superior de la pivotante bien desarrollados) es el que manifiesta mayor eficiencia en la
fijacidn de Niirbgeno en este ensayo.
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XIII. - {  RECOMENDACIONES.

Basandose en las conclusiones y la discusibn de resultadoes, se recomiendas

Evaluar el compertamiento de las cepas CIAT 390 y 407 inoculindolas enotras variedades

de frijol,

Evaluar el comportamlento de las cepas CIAT 390.y 407, en la varledad ICTA 81 en dlfe-— '
rentes localidades {(zonas de produccmn)

Realizar ensayos similares {(con las mismas cepas) a éste, con la misma variedad de frijol
y con otras ¢n distinlas localidades {zonas de produccibn).

Investlgar en nuestro medio sobre niveles de fertilizacidn nitrogenada mé&xima, al inicio

~def'ciclo vegetative del frljo} que constituyan en dosis ESTARTER al buen desarrollo de

la planta de frijol en sus inicios y que a la vez no interfiera con el buen desarrollo nodu-~
lar por parte de la bacteria Rhizobium phaseoli. -
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